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INMUNOBLOTTING 
(Electroforesis, transferencia a papel, detección de antígenos) 
Mª Dolores García González y Leonila Laiz Trabajo 
Introducción 
La utilización cada vez más frecuente de técnicas inmunológicas tales 
como: inmunoelectroforesis, enzimoinmunoensayo, inmunofluorescencia, 
radioinmunoensayo, etc., está contribuyendo al desarrollo de nuevos campos 
dentro de la Biología Molecular. 
La transferencia de proteínas desde un gel de poliacrllamida a una 
membrana (nitrocelulosa, nylon), y posterior detección con anticuerpos, fue 
descrita simultáneamente por Renart et al. (1) Y Towbin et al. (2) en 1979. 
Renart et al. describieron un método de transferencia capilar a un papel 
de cromatografía activado químicamente, al cual las proteínas se unen de un 
modo covalente. La detección del antígeno se realiza con un antisuero y 
posterior tratamiento con proteína A marcada con 1251. La autorradiografía 
permite la detección de las bandas. 
El método diseñado por Towbin et al. utiliza como membrana de 
nitrocelulosa y en la detección se aplican dos anticuerpos, el 22 está marcado 
con 1251, fluoresceína o peroxidasa. 
Ambas técnicas de inmunoblotting han sido desarrolladas y aplicadas a 
una gran variedad de estudios: purificación de anticuerpos por afinidad, 
determinación de alérgenos, auto antígenos y autoanticuerpos, mapeo de 
epítopos en proteínas, detección de proteínas que se unen a ácidos nucleicos, 
etc. 
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Objetivos 
El objetivo de esta práctica es el estudio de la regulación por fuente de 
carbonO' en la producción de a-amilasa en Streptomyces. Dicho efecto se hace 
patente mediante la comparac~ón de la producción de a-amilasa en medios de 
cultivo que contienen distintas fuentes de carbono, almidón, glucosa, maltosa, 
maltotriosa. La deteción de esta proteína en los sobrenadantes se realiza 
mediante inmunoblotting. 
Etapas del proceso de Inmunoblotting 
A Electroforesis en gel de poliacrilamida [Método de Laemm1i (3)] 
Los geles de poliacrilamida permiten separar moléculas de proteínas, en 
función del tamaño. Constan de dos partes: "stacking" posee un porcentaje 
fijo de acrilamida-bisacrilamida y permite la concentración de la muestra, 
"separating gel", en él se realiza la separación de los componentes de la 
muestra y en función del tamaño de éstos se elige distinto porcentaje de 
acrilamida-bisacrilamida. 
B. Transferencia 
La transferencia de proteínas de geles de poliacrilamida a membranas ha 
experimentado un considerable avance a partir de la introducción de los 
sistemas de transferencia semisecos. Estos sistemas constan de dos electrodos 
de grafito entre los cuales se introduce el gel y la membrana con papeles de 
filtro saturados de tampón por encima y por debajo. Esta técnica ha 
permitido reducir el tiempo de transferencia de 5 h a 1 h. 
Hay que destacar la importancia de la membrana utilizada, inicialmente 
fué nitrocelulosa, pero actualmente está siendo desplazada por la membrana 
de polyvinylidene difluoride (PVDF) (3), que presenta mejores propiedades 
físicas (inerte a la mayor parte de los solventes, etc ... ), y que incrementa 
notablemente la retención de proteínas. El equilibrado previo de estas 
membranas en el tampón de transferencia es fundamental para que se 
produzca la retención de las proteínas en la membrana. 
Un parámetro a tener en cuenta es la presencia de metanol en el tampón 
de transferencia. Este previene la deformación del gel durante la 
transferencia e incrementa la unión de la proteína a la membrana, pero 
también reduce ligeramente la elución de la proteína del gel. 
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C. Blogueo 
El bloqueo en la membrana de los sitios de unión de proteínas es 
necesario 'para evitar la unión inespecífica de los anticuerpos. Los agentes 
bloqueantes y las condiciones dependen del tipo de membrana y de la 
sensibilidad del sistema. El más utilizado es BSA 1 %, también se utilizan 
caseína, suero y en algunas ocasiones ciertos detergentes no iónicos Nonidet 
P-40, Tritón X-lOO, etc. 
De especial importancia es que no se produzcan. reacciones entre la 
proteína bloqueante y los anticuerpos. 
D. Primera sonda 
La incubación con el primer anticuerpo se realiza en solución de bloqueo 
para prevenir posibles adsmciones inespecíficas a la membrana. 
La dilución óptima del anticuerpo depende del título que tenga. 
Los lavados posteriores a la incubación, para eliminar los restos no unidos 
de este anticuerpo se realizan con un detergente no iónico Tween 20 a 
concentración 0.05%-0.1 %. 
E.Segundasonda 
Se utiliza o bien un anticuerpo anti-inmunoglobulina G ó proteína A de 
Staphylococcus aureus ó proteína G de Streptococcus. Estas dos últimas 
proteínas se unen a un amplio espectro de anticuerpos, la proteína G posee 
una especificidad más amplia que la proteína A. 
F. Métodos de detección 
Existen diversos métodos: 
- Marcaje radioactivo. 1251, 35S, 14C, 135¡ son los isótopos más utilizados 
para marcar la segunda sonda. Presentan problemas de manejo y 
requieren tiempos de exposición largos para la detección. Su 
sensibilidad es 1-10 pg de antígeno por banda. 
- Enzimas conjugadas. Los anticuerpos conjugados con enzimas son muy 
utilizados; la incubación con un sustrato cromogénico produce un 
producto insoluble que precipita, permaneciendo unido a la 
membrana. Las enzimas más utilizadas son: la fosfatasa alcalina y 
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peroxidasa. La sensibilidad de este método es de 0.1 - 10 ng de 
antígeno por banda. 
También se utilizan otros métodos de detección menos frecuentemente 
como apticuerpos marcados con productos fluorocromogénicos (isotiocianato 
de fluoresceína, rodamina), anticuerpos marcados con oro, sistema biotina 
estreptavidina, etc ... 
Materiales 
- Acrilamida-Bisacrilamida: acrilamida 30 g. bisacrilamida 0.8 g., agua 
hasta 100 ml. 
- Tampón del gel 1 M Tris-HCI, pH = 8.8 
- Tampón de "stacking": 0.5 M Tris-HCI, pH = 6.8 
- Tampón de electroforesis: Tris 3.03 g., glicina 14.42 g., SDS 1 g., 
agua hasta 1000 ml, pH = 8.3 
-SDS 10% 
- Persulfato amónico 10% (solución reciente) 
- Tampón de transferencia: 2.93 g. glicina, 5.81 g. Tris, 0.8 g. SDS 
200 ml metanol, agua hasta 11. 
- Tampón de bloqueo: 50 mM Tris-HCI, 0.9% NaCI, 1% BSA, 0.02% 
azida sódica 
- Tampón de lavado: 50 mM Tris HCI, pH = 7.5, 0.9% NaCI, 0.05% 
Tween20 
- Tampón 2º anticuerpo: 30 mM Tris HCI, pH = 8, 0.25 M NaCI, 
0.25 M NaCI, 0.5% BSA, 0.02% ázida sódica 
- Tampón de reacción: 100 mM Tris-HCI, pH = 9.5, 100 mM NaCl, 
5 mM MgClz 
- NBT Nitro blue tetrazodium 
- BCIP 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato 
Protocolo 
A Electroforesis en gel de poliacrilamida 
1. Lavado y preparación de cristales 
2. "Separating gel" 10%: acrilamida-bisacrilamida 10 ml, tampón del gel 
11.2 ml, agua 8.7 ml, SDS 10% 300 ~. Para polimerizar el gel se 
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utilizan persulfato amónico 10%, 100 ¡J Y TEMED 20 ¡J. Verter la 
mezcla entre los cristales, dejando espacio para el peine, añadir 
después una pequeña cantidad de alcohol n-butI1ico para eliminar 
burbujas y facilitar la polimerización. 
3. EÚminación del alcohol n-butJ.1ico mediante lavados con agua una vez 
poli me rizado el gel. 
4. IIStacking gel": acrilamida-bisacrilamida 1.67 mI, tampón de "stacking" 
1.25 mI, agua 7.03 mI, SDS 10%, 100 ¡J, persulfato amónico 10%,50 
¡J, TEMED 10 .J. Colocar el peine entre los cristales y después verter 
la mezcla del "stacking". 
5. Añadir tampón de electroforesis en la parte superior e inferior de la 
cubeta. 
6. Aplicar las muestras en los pocillos. Mantener 150 m V hasta que las 
muestras lleguen al "separating"; después reducir el voltaje a 90 m V y 
dejar 8-9 h. En este tiempo el colorante llega al final del gel. 
B. Transferencia 
1. Equilibrar el gel durante 30 minutos en el tampón de transferencia. 
2. Cortar una membrana PVDF y 18 papeles de filtro (Munktell, grado 
1F, Pharmacia) del mismo tamaño del gel. 
3. Sumergir la membrana PVDF en metanol (5 seg.) y a continuación en 
agua destilada (5 minutos), posteriormente equilibrarla en el tampón 
de transferencia. 
4. Humedecer los electródos de grafito y colocar apilados papeles de 
filtro saturados en tampón de transferencia, encima disponer la 
membrana de PVDF, el gel y otros papeles de filtro iguales a los 
primeros. Es muy importante evitar la formación de burbujas. 
5. Mantener el amperaje 0.8 mNcm2 constante durante 1 h. 
C. Blogueo 
1 Sumergir la membrana en tampón de bloqueo durante 30 mino 
D. Primera sonda 
1. Renovar el tampón y añadir el anticuerpo frente a amilasa en un 
dilución 1/500. Incubar durante 1 h. a temperatura ambiente. 
2. Lavar 3 veces 5 minutos con tampón de lavado. 
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E.Segundasonda 
1 Diluir 1n500 el 2º anticuerpo Anti-Rabbit IgG(Fc) fosfatosa alcalina 
cot;tjugada (Promega Protoblot system) con el tampón del 2º 
anticuerpo e incubar a temperatura ambiente durante 60 mino 
2. Lavar 3 veces 5 minutos con tampón de lavado. 
F. Detección 
1 Equilibrar 5 minutos en tampón de reacción. 
2. Mezclar 7.5 mI de tampón de reacción, 25 ¡J NBT, agitar y añadir 
12.5 ¡J BCIP. Parar la reacción (aparición de bandas) con agua. 
En todas las incubaciones del gel o de la membrana PVDF hay que 
mantener una agitación suave. 
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